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(54) Titre : SYSTEME D'EXPRESSION ESTDUCTIBLE DE PROTEINES RECOMB IN ANTES CHEZ LES CYANOBACTERIES 



^ (57) Abstract: The invention relates to a system for inducible expression in cyanobacteria, which enables the expression of recom- 
binant proteins, and to the vectors and cyanobacteria containing said expression system. 

O _ 

(57) Abrege : La presente invention conceme un systeme d'expression inductible chez les cyanobacteries, pennettant I'expression 
^ de proteines recombinantes ainsi que les vecteurs et cyanobacteries contenant ce systeme d'expression. 
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Systeme d'expression inductible de proteines recombinantes 
Chez les cyanobacteries 

5 La presente invention conceme un systeme d' expression inductible chez les 

cyanobacteries, permettant I'expression de proteines recombinantes ainsi que les 
vecteurs et cyanobacteries contenant ce systeme d' expression. 

Les recents developpements de la Resonance Magnetique Nucleaire (RMN) 
10 permettent maintenant 1' etude de biomolecules de taille importante comme les 
proteines. Cependant, un enrichissement minimum uniforme en ^^C et ^^N de 90 % est 
requis pour permettre une analyse RMN. Un enrichissement complementaire en 
peut aussi s'averer necessaire pour les proteines de poids moleculaire superieur a 20 
kDa. 

15 Jusqu'a present, le procede de marquage consistait a produire la proteine 

d'interet principalement dans E, coli et a cultiver ce microorganisme sur des milieux 
marques, c'est-a-dire enrichis en isotope stable. Cependant, meme si ces milieux sont 
disponibles sur le marche, ils sont extremement chers, particulierement en ce qui 
^ ' cbnceme des marquages en ^^C et ^H. La production de proteines marquees pour la 

20 RMN se revele done un procede difficile et couteux. 

Les cyanobacteries sont des organismes photo-autotrophes. Ces bacteries sont 
capables de crottre sur un nodlieu minimum contenant du carbonate comme seule source 
de carbone, des nitrites, des nitrates ou de Tammonium conome seule source d'azote et 
25 des sels nndneraux. L'energie est foumie par la lumiere via la photosynthese. 

La demande de brevet FR 2 820 758 decrit un systeme d' expression et de 
marquage constitutif de proteines recombinantes dans la cyanobacterie Anabaena a 
partir du promoteur tac de la bacterie E, colL Le systeme developpe dans cette 
demande de brevet permet ainsi d'utiliser pour la croissance de la cyanobacterie un 
30 milieu marque peu cher contenant du Na^^NOj et du NaH^^COj en tant que sources 
d' azote et de carbone marques. 

Cependant, bien qu'il soit facile de produire des proteines non-toxiques telles 
que les 24 demiers kDa N-terminaux du domaine de la Gyrase B d'E. coli ou la 
proteine de fixation au maltose (MBP), T expression de certaines proteines eucaryotes 
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se revele etre beaucoup plus dijEficile chez les cyanobacteries en utilisant un promoteur 
constitutif. L' expression de ces proteines est en effet perdue a cause d'un probleme de 
rearrangement plasmidique durant la croissance bacterienne. Le developpement d'un 
sy Sterne, d' expression efficace dans les cyanobacteries est de ce fait un probleme 
5 important en ce qui conceme le marquage de proteines recombinantes. 

La demanderesse a decouvert que Ton pouvait exprimer des proteines 
potentiellement toxiques sous controle d'un promoteur inductible dans les 
cyanobacteries. 

10 Un objet de Tinvention est ainsi un procede d' expression de proteines 

recombinantes dans les cyanobacteries a partir d'une sequence de promoteur de 
transcription inductible de cyanobacterie. 

Un autre objet de T invention consiste en un vecteur contenant une sequence 
codant une proteine sous controle d'une sequence de promoteur de transcription 
15 inductible de cyanobacterie. 

Un autre objet de rinvention consiste en Tutiiisation d'un vecteur de ce type 
dans les cyanobacteries pour I'expression de proteines recombinantes dans ces 
bacteries. 

Un autre objet de Tinvention consiste en une cyanobacterie contenant un 
20 vecteur de ce t5^e. 

D'autres objets de T invention apparattront a la lumiere de la description, des 
exemples qui suivent ainsi que des dessins annexes k la presente demande. 

La figure lA montre T accumulation de la proteine MBP en fonction du temps 
25 (en jours) dans une bacterie Anabaena sp. PCC 7120 transformee par le plasmide 
pNirMBP et induite. 

La figure IB montre 1' accumulation de la proteine MBP en fonction du temps 
(en jours) dans une bacterie Anabaena sp, PCC 7120 transformee par le plasmide 
pTacIndflfBP et induite. 

30 La figure 2 montre une comparaison des quantites de proteines synthetisees 

avant et apres induction de la bacterie Anabaena sp, PCC 7120 transformee soit par le 
plasmide pNirMBP soit par le plasmide pTacIndMSP. 

La figure 3 montre des cellules d 'Anabaena exprimant respectivement la B- 
galactosidase (photographie au microscope visible) et la QFP (Green Fluorescent 
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Protein) (photographic au microscope a fluorescence) en condition inductrice (NO{) ou 
n'exprimant pas ces proteines en presence du represseur NH/. 

L'invention est ainsi relative a un procede d' expression de proteines 
5 recombinantes caracterise en ce qu'il consiste a introduire dans des cyanobacteries une 
sequence codant une proteine en aval d'une sequence promoteur de transcription 
inductible de cyanobacterie puis a induire 1' expression de cette proteine et isoler les 
proteines recombinantes ainsi synthetisees. 

Contrairement a E. coli, il n'existe pas chez les cyanobacteries de systeme 

10 d' expression disponible dans le commerce. Seulement quelques exemples 
d' expressions heterologues dans les cyanobacteries ont ete rapp'ortes dans la litterature 
et I'expression de ces proteines est generalement sous le controle d'un promoteur de 
cyanobacterie constitutif. L' expression inductible dans les cyanobacteries pouirait etre 
effectuee grace a T utilisation de promoteurs inductibles qui se sont reveles fonctionner 

15 dans les cyanobacteries tels que le promoteur Pl du bacteriophage lambda (XPJ, le 
promoteur trc ou le promoteur tac de E. colL Ces trois promoteurs necessitent 
I'expression de leur propre represseur chez la cyanobacterie pour permettre la 
regulation du promoteur. Le promoteur TiP^qui est inductible par une augmentation de 
temperature a 42 °C n'est pas adapte dans notre cas car Anabaena sp. PCC 7120 ne 

20 peut pousser a des temperatures superieures a 30 ""C. Les promoteurs tac et trc sont 
deux promoteurs qui fonctionnent de fa9on similaire, ils sont tons les deux reprimes par 
le represseur Lad de I'operon lac et induits en presence d'lPTG, un analogue du 
lactose. Cependant, les essais d' expression avec le promoteur tac se sont reveles 
decevants. La quantite de proteine recombinante exprimee apres induction est tres 

25 basse (environ 10 fois moindre que celle obtenue avec un promoteur tac constitutif 
(expression en absence du represseur Lad dans la cellule) et n'atteint jamais les 
niveaux de proteine resultant de T expression constitutive tels que decrits dans les 
publications. Ainsi, le promoteur tac n'apparait pas etre un promoteur inductible 
adequat. De plus, les cyanobacteries ne possedent pas le gene lacY de la lactose 

30 permease qui permet Tentree efficace de I'inducteur IPTG dans les cellules. 

Jusqu'a present, tres peu de promoteurs inductibles ont ete caracterises dans 
les cyanobacteries. Certains promoteurs de cyanobacteries sont inductibles par des 
metaux ou des mineraux. Leur utilisation est cependant limitee car ils sont induits a des 
concentrations tres faibles en inducteur de I'ordre du micromolaire et le milieu de 
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culture generalement utilise pour la croissance des cyanobacteries contient deja les 
quantites suffisantes de metaux necessaires a Tinduction de ces promoteurs. 

Un des promoteurs les luieux caracterises dans les cyanobacteries est le 
promoteur qui controle Texpression de Toperon nii% qui est implique dans 
5 r assimilation du nitrate dans les cyanobacteries. Get operon est induit en presence de 
nitrate et egalement bien repiime par Tanmionium (Frias, J.E. et aL, 1997, LBacteriol, 
179, 477-486). 

En effet, chez les cyanobacteries, les genes impliques dans F assimilation du 
nitrate sont codes dans 1' operon nii\ dont la transcription est controlee par le 
0 promoteur nir. L'activation de ce promoteur demande la fixation sur FADN de deux 
regulateurs de transcription, NtcA et NtcB, necessaires pour I'expression des genes 
codant des proteines specifiquement impliquees dans T assimilation du nitrate (Frias, 
J.E. etal, 1997, J, Bacterial , 179, 477-486). 

Ainsi, le precede d' expression de proteines recombinantes selon I'invention 
5 utiUse comme sequence promoteur de transcription celle de T operon nir des 
cyanobact6ries, sequence qui est induite en presence de nitrate et/ou de nitrite dans le 
milieu et preferentiellement en presence de NaNOg. 

n est important de noter que le demarrage du promoteur nir dans les 
cyanobacteries est extremement rapide et est induit quelques heures apres incubation 
0 des bacteries dans un milieu contenant du nitrate coname source de d' azote a la place de 
r ammonium. 

La cyanobacterie utiliisee est de preference de Tespece Ana&aena et plus 
particulieremenf Anabaena sp, PCC 7120 (souche disponible i la Collection de 
Cultures de I'lnstitut Pasteur, Paris), une bacterie filamenteuse qui est capable de 
5 croitre sur des milieux minimum contenant du ^^C et/ou du ^^N et^ou du pour 
produire a bas cout des proteines recombinantes marquees pour 1' analyse par RMN. 
De preference, le milieu de culture de ces cyanobacteries utilise pour le marquage de 
proteines recombinantes exprimees contient au moins duNa^^NOg. 

0 Dans le systeme d'expression constitutif (F expression des proteines a lieu 

pendant toute la duree du cycle cellulaire) utilise, il est impossible de produire des 
proteines eucaryotes qui etaient toxiques pour la cellule. L' expression constitutive de 
telles proteines dans la cellule se traduit par une perte de I'expression due a un 
rearrangement du vecteur d' expression. 
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L'invention est ainsi relative a I'expression de proteines recombinantes dans 
laquelle la proteine recombinante exprimee est toxique pour les cyanobacteries. 

En effet, ce systeme d' expression inductible au nitrate base sur le promoteur 
de roperon nir des cyanobacteries permet de controler I'expression de la proteine 
d'interet. En absence d'inducteur dans le milieu de culture, la proteine n'est pas 
produite car le promoteur est reprime. L'induction de Texpression est obtenue 
lorsque la source d' azote dans le milieu est soit des nitrates soit des nitrites soit les 
deux. 

Un autre objet de l'invention est aussi un vecteur contenant une sequence 
d'ADN codant une proteine recombinante sous contrdle d'une sequence promoteur 
de transcription inductible de cyanobacterie. 

La sequence d'ADN comprenant Tinformation genetique necessaire pour 
Texpression d'une proteine recombinante sous contr61e d'une sequence promoteur de 
transcription selon, l'invention pent etre comprise dans tout vecteur couramment 
utilise par Thomme du metier. 

De preference, la sequence promoteur de transcription inductible de 
cyanobacterie est celle de Toperon nir des cyanobacteries. 

La presente invention conceme egalement I'utilisation d'un vecteur selon 
l'invention pour I'expression de proteines recombinantes dans les cyanobacteries. 

Preferentiellement, les vecteurs sont utilises dans des cyanobacteries 
cultivees dans un milieu qui contient du ^^C et/ou du ^^N et/ou du ^H, et plus 
preferentiellement encore dans un milieu qui contient au moins du Na^^N03, 

Un autre objet de Tinvention est egalement une cyanobacterie transfonnee 
par un vecteur selon l'invention. De preference, cette cyanobacterie est de I'espece 
Anabaena et plus preferentiellement Ana&ama sp. PCC 7120. 

Ce systeme d'expression permet de resoudre les problemes de perte 
d'expression rencontres lors de la production de proteines toxiques en systeme 
constitutif. Les taux d'expression obtenus en utilisant ce systeme sont tres eleves, de 
I'ordre de 100 mg/L. Ce systeme montre une efficacite equivalente aux meilleurs 
systemes d'expression developpes chez E, coU, notamment le systeme T7 (Studier et 
al, 1986, J. Mol Biol 189, 113-130). La proteine recombinante peut en effet 
representer plus de 30 % des proteines ceUulaires totales. 

Ce systeme est done particulierement adapte a la production de dizaines de 
milligrammes de proteines marquees "C, et pour la RMN. Les substrats 
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marques ne sont ajoutes qu'au moment de rinduction de Texpression de la proteine, 
ce qui peimet de diminuer les couts de marquage par rapport au systeme d' expression 
constitutif. En effet, avec le systeme tac constitutif (Desplancq et aL, 2001, 
Protein Express. Purif. 23, 201-217) lors du marquage au ^^C en femienteur, 

5 90 % du NaH^^COg est perdu sous forme CO2 lors de I' aeration du fermenteur en 
argon et doit etre compense par des ajouts reguliers de NaH^^COg pendant toute la 
duree de la fermentation (8 a 10 jours), 

Dans le systeme selon I'invention, Futilisation de NaH^^C03 uniquement 
pendant la periode d' expression (5 jours) de la proteine recombinante limite ainsi les 

0 quantites en substrat marque NaH^^COg utilise et done diminue le cout du marquage 
au^^C, 

Ainsi, ces bacteries sont capables de surproduire des proteines 
recombinantes marquees avec un taux d'enrichissement isotopique equivalent a celui 
obtenu chez E, coli, mais ^ un cout environ 10 fois moindre. 

5 Les taux d' expression eleves dans le systeme d' expression inductible selon 

rinvention permettent non seulement de diminuer les volumes de culture utilises et 
par consequent les codts de marquage mais aussi de produire plus facilement des 
proteines deuterees car, chez E. coli, la culture en milieu deutere entrame 
generalement une diminution du taux d' expression d'un facteur 3 a 4 fois. De plus, 

10 les cyanobacteries utilisent directement ^HzO comme substrat deutere. Ceci permet de 
recycler le milieu deutere et de le reutiliser pour de nouveaux marquages. Le 
marquage au de proteines recombinantes chez les cyanobacteries permet done de 
diminuer de fagon significative le cout de marquage ^H. 

iS Les exemples suivants illustrent Tinvention sans la limiter aucunement. 



Exemple n^l : Construction du vecteur pTac et de ses derives pTacMBP. 
pTacGvrB{I-219l pTacGST-E6. ^tacMBP'E6 ^tptacMBP-YZDl. 

Le vecteur pRL25Cmcs a ete obtenu en digerant le vecteur pRL25C (Wolk et 
al, 1988, /. Bacteriol 170, 1239-1244) par les enzymes de restriction Notl ctBamHl 
selon les instructions du fabricant (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) pour y 
introduire un site de clonage pour les enzymes de restriction Stul, Xhol et Sinal en 
utilisant les amorces oligonucleotidiques suivantes : 5'- 
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GGCCGCAGGCCTCTCGAGCCCGGGG et 5'- 

GATCCCCCGGGCTCGAGAGGCCTGC. Le fragment codant pour le promoteur tac a 
ete obtenu par digestion du vecteur pKK223.3 (Amersham Biosciences,Uppsala, 
Sweden) avec les enzymes de restriction XimiL et Sspl (New England Biolabs, Beverly, 
5 MA, USA). Ce fragment a ensuite ete ligue dans le vecteur pRL25Cmcs prealablement 
digere par Smal et dephosphoryle avec la phosphatase d'intestin de veau (New England 
Biolabs) pour donner le vecteur pTac. Les genes codant pour la proteine GST-E6 
(proteine de fusion comprenant la glutathion-S -transferase (GST) et la proteine E6 du 
vims HPV16), la proteine MBP-E6 (proteine de fusion comprenant la proteine liant le 

10 maltose (MBP) et la proteine E6 du virus HPV16) et la proteine MBPY-ZD2 (proteine 
de fusion comprenant la proteine liant ie maltose (MBP) et le domaine C-terminal de 
roncoproteine E6, (YZD2)) ont ete obtenus par PGR a partir des plasmides pETGST- 
E6, pETMBP-E6 et pETMBP-YZD2. Ce dernier vecteur est identique au vecteur MBP- 
E6-C4C/4S (Nomine et aU 2003 Biochem. 42, 4909-4917). Les vecteurs pETGST-E6 

15 et pETMBP-E6 ont ete constmit comme suit : le gene codant la proteine E6 a ete 
obtenu par PGR avec les oligonucleotides suivants 5'- 
ATCCGGGGTCTCCCATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGAC et 
ATCCGGGGTCTCGGTACCGCGGCCGCTTACAGCTGGGTTTCTCTACGTGTTC 
en utiUsant comme matrice le vecteur MBP-E6 6C/6S (Nomine et al, 2001, Protein 

20 Eng. 14, 297-305). Ce fragment de PCR a ensuite ete digere par les enzymes de 
restriction Ncol et Kpjil et ligue avec le vecteur pETM-30 prealablement linerarise avec 
les enzymes Ncol et Kpnl pour donner le vecteur pETGST-E6. Ce meme fragment de 
PCR codant pour la proteine E6 et digere par les enzymes de restriction Ncol et Kpnl a 
egalement ete ligue avec le vecteur pETM-41 prealablement linerarise avec les 

25 enzymes Ncol et Kpnl pour donner le vecteur pETMBP-E6. Les vecteurs pETM-30 et 
pETM-41 ont etc obtenus du Dr. Stier et sont references sur le site www^embl- 
heidelberg.de/Bxtemalinfo/geerlof/draft frame/index.htlm . 

Les fragments de PCR codant pour les proteines GST-E6, MBP-E6 et MBP- 
YZD2 provenant respectivement des plasmides pETGST-E6, pETMBP-E6 et 

30 pETMBP-YZD2 ont ensuite etc clones entre les sites de restriction EcoRI et BamHl 
situes dans le site de clonage multiple du vecteur pTac pour generer les vecteurs 
pTacGST-Ed, ptacMBP-Ed et pTacMBP-YZDl, Le fragment codant pour le promoteur 
tac et le gene de la MBP a ete obtenu en digerant le vecteur pMALc2 (New England 
Biolabs, Beverly, MA, USA) avec les enzymes de restriction Sspl et BamHL. Ce 



wo 2005/052168 PCT/FR2004/002976 



fragment a ensuite ete ligue dans le vecteur pRL25C linearise conrtne suit pour donner 
le vecteur pTacMBP, pRL25C a ete linearise avec Tenzyme de restriction Notl puis 
traite par Tenzyme Klenow, redigere par I'enzyme de restriction BamHl et finalement 
dephosphoryle avec la phosphatase d'intestin de veau (New England Biolabs). Le 
5 vecteur pTacGyj'B(l'219) qui contient le domaine N-terminal de la gyrase B d'E. coli 
sous contrSle du promoteur tac constitutif , correspond au vecteur pRL25C24K 
pesplancq et al, 2001, Protein Express, Purif, 23, 201-217). 

Exemple n'^2 : Construction du vecteur d' expression pMr et de ses derives 
10 vNirMBP. vNirGyrBf 1-2191 vNirMBP^YZD2. pNirMRP-ES, pNirGFP. p NirLanZ et 

pNirGST-E6. 

Le vecteur d' expression pNir a ete construit a partir du vecteur pRL25Cmcs. 
Le fragment codant pour le promoteur Mr a ete obtenu par amplification en chaine par 
polymerase (PGR) en utilisant le vecteur pCSE21 (Frias et aL, 1997, /. Bacterial 179, 

15 477-486) comme matrice et les oligonucleotides 5'- 
GCGCGCAGATCTAGCTACTCATTAGTTAAGTGTAATG et 5'- 
GGCCGGGGATCCGAATTCGTTCTCATAAAGTTTTTTTGCTCAAG, Ce 
fragment a ensuite ete digere par les enzymes de restriction %ZII et BamHl, puis ligue 
dans le vecteur pRL25Cmcs prealablement digere par BamHl et dephosphorjde avec la 

20 phosphatase d'intestin de veau (New England Biolabs) pour donner le vecteur pNir. 
Le promoteur nir pent 6tre clone dans les deux orientations dans le vecteur 
pRL25Cmcs, Pour toutes les experiences d' expression a ete utilisee 1' orientation qui 
genere en aval du promoteur un site de clonage multiple contenant EcoRI, BamHL, 
Stul, Xhol, Smal et Notl, Toutes les sequences codantes des proteines recombinaates 

25 testees (MBP, GyrB(l-219), GST-E6, MBP-E6, GFPuv (Green Fluorescent Protein, 
Crameri et aU (1996) Nature BiotechnoL, 14 : pp 315-19, B-galactosidase de E. coli), 
MBP-YZD2) dans ce vecteur ont et6 donees en utilisant les sites de restriction EcoKL 
et BaniHL specialement introduits a cet effet en aval du promoteur nir. 

30 Exemple n'^S : Construction du vecteur p77ac/nJMBP. 

Le vecteur pRL25C a ete linearise avec I'enzyme de restriction Notl, puis 
traite par I'enzyme Klenow. Le vecteur a ensuite ete redigere par T enzyme de 
restriction BamHl et dephosphoryle avec la phosphatase d'intestin de veau (New 
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England Biolabs). Le fragment MscVBamHl du vecteur pMALc2 a ete ligue dans le 
vecteur pRL25C linearise pour donner le vecteur pTacIndMBP. 

Exemple n°4 : Transformation d e la cvannbacterie et amp lificatioTi dftg 
transformants. 

Toutes les cultures d'AttaZ^aena sp. PCC 7120 sur milieu solide et liquide ont 
ete reaiisees a une temperature de 28 °C et avec une illumination de 1500 lux. Le 
milieu culture utilise est le milieu BG-11 (Castenholt, R.W. 1988, Methods Enzymol. 
167, 68-92). La souche E. coli J53 contenant le plasmide RP4 et la souche E. coli 
HBlOl contenant le plasmide pRL623 (dons du Dr Wolk) sont utilisees pour le 
transfert par conjugaison chez Anabaena du plasmide d' expression. 

La souche Anabaena sp. PCC 7120 a 6te transformee par conjugaison suivant 
la methode d^crite par Elhai et Wolk (1988, Methods Enzymol.167, 747-754) avec les 
vecteurs d' expression derives du pNir. Les cellules transformees par le vecteur 
■ d' expression pNir ont 6t6 6tal6es sur un milieu de BG-11 agar contenant 10 mM 
NH4CI et 10 mM N-tris(hydroxymethyl)methyl2-aminoethanesulfonic acid (TES) pH 
8. Apres 24 heures, la neomycine a ete ajout6e sous I'agar k raison de 100 fig/ml. 
L'incubation a 6t6 poursuivie jusqu'^ ce que les colonies apparaissent (environ 8 
jours). Les transformants ont ensuite ete cultives dans 100 (il de milieu BG-11 
contenant 15 ^g/ml de neomycine et 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH 8 dilue au demi 
dans un milieu BG-11 contenant 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH 8 conditionn6. Le 
miHeu conditionne est un miHeu ayant ete prealablenaent utilise pour cultiver la souche 
sauvage Anabaena sp. PCC 7120, puis sterilise par filtration sur filtre 0,22^ avant 
utiUsation. Les 100 fil de preculture de transformants ont ete ensuite utilises pour 
inoculer 1 ml de miHeu BG-11 contenant 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH8 et 15 
/ig/ml de neomycine. Cette culture de 1 ml a ete utilisee pour inoculer 5 ml du mSme 
milieu BG-11 puis par la suite 25 ml. 

Pour les transformations de la souche Anabaena sp. PCC 7120 avec les 
vecteurs d' expression derives du vecteur pTac, le protocole de transformation est 
similaire k celui utilise pour les vecteurs d' expression pNir excepte que le milieu 
solide contient NaNOsComme source d' azote a une concentration de 500 mg/L. La 
source d'azote est egalement NaNOsdans le milieu utihse pour I' amplification. Le 
BG-11 Uquide utilisd contient 500 mg^ de NaNOg et 300 ^g/ml de neomycine. Les 
autres parametres du protocole d' amplification sont inchanges. 
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Dans chaque cas, i'expression de la proteine d'interet est sous le contr61e des 
promoteurs tac ou n/'r. Ces vecteurs d' expression contiennent en plus de leur 
promoteur specifique, une engine de replication ColEl operationnelle chez E, colU 
une origine de replication operationnelle chez Anabaena sp. PCC 7120 (pDUi;, une 
5 origine de transfert pour la conjugaison et un gene de resistance a la neomycine. 

Exemple N^'S : Comparaison des systemes razr et tac constitutif . 
Les cultures d' Anabaena ont ete realisees a une temperature de 28 °C, une 
agitation de 150 rpm et une illumination de 1500 lux. Des cellules Anabaena sp, 

10 PCC 7120 transformees par le vecteur pTacMBP ou ^TacGyrB( 1-219) ont ete 
resuspendues dans 50 ml de milieu BG-11 contenant 300 /ig/ml de neomycine et 500 
mg/L de NaN03 et cultivees jusqu'a une densite optique a 700 nm (DO^oo) d'environ 
2. En paralleie, des cellules d'' Anabaena sp. PCC 7120 transformees par le vecteur 
pNij'MBP ou pNirGyrB( 1-219) ont egalement ete induites. Pour ce faire, les cellules 

15 Anabaena sp. PCC 7120 transformees et cultivee.? dans un milieu BG-11 contenant 

10 mM NH4CI, 10 wM TES pH 8 et 15 /ig/ml de neomycine ont ete lavees deux fois 
avec du milieu BG-11 ne contenant aucune source d' azote. Apres lavage, les cellules 
ont ete resuspendues a une DO700 0,5 dans du milieu BGll contenant 500 mg/L 
NaNOg et 15 fig/ml de neomycine. 

20 Les extraits cellulaires de ces cultures ont ete analyses par gel 

d'electrophorese de polyacrylamide en preseYice de sodium dodecyl sulfate (SDS- 
PAGE) et une evaluation de ces diff6rents taux d' expression a ete realis6e en co- 
migrant sur un tel gel une gamme de quantite connue de proteine. Les resultats sont 
rapportes dans le tableau 1 suivant : 

25 



Vecteurs 


pNirMBP 


pTacMBP 


T?NirGyrB(l-219) 


VTacGyrB(l-219) 


Proteines 


MBP 


GyrB(l-219) 


Taux 
(i'expression 
en mg/L 


250 ± 10 


125 ± 10 


100 + 3 


15 ± 0,5 
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La proteine GyrB(l-219) est environ 10 fois moins exprimee dans le systeme 
^ac constitutif par rapport au systeme nir, Dans le cas de la proteine MBP, ce rapport 
est de 2. L' ensemble des essais effectues par ailleurs a montre que le systeme tac 
5 constitutif ne permet pas d'atteindre des taux d' expression aussi eleves que ceux 
obtenus avec le systeme 

Exemple n^6 : Comparaison des systemes tac et nii' induits> 
Les systemes tac inductible et ?iir ont ete compares en utilisant la MBP 
0 comme proteine-test, Des cellules d'Ajtabaena sp, PCC 7120 transformees avec le 
vecteur pTacIndMBP ont ete induites en presence de 1 mM IPTG. 

L' induction a ete realisee sur 7 jours et chaque jour des cellules ont ete 
prelevees. En parallele, des cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 transformees par le 
vecteur pNirMBP ont egalement ete induites. Dans ce cas, I'induction a aussi ete 
5 realisee sur 7 jours. Des cellules d'Anabaena sp. PCC 7120 non transformees ont ete 
cultivees comme contrSle negatif d' expression dans du milieu BG-11 contenant soit 
500 mg/L de NaNOg, soit 10 mM NH4CI et 10 mM TES pH 8. Les figures lA et IB 
montrent T analyse par SDS-PAGE des extraits cellulaires d'aliquotes des cellules 
induites d^Anabaena sp, PCC 7120 transformees par les vecteurs pNirMBP ou 
0 pTacIndMBP en fonction du temps, Le systeme jiir pemiet d'obtenir un taux 
d' expression environ 10 fois plus eleve de proteine MBP h. partir du jour 4 (Figure lA) 
par rapport au systeme tac (Figure IB). 

Le systeme nir est done un systeme d'expression inductible tres performant 
qui permet en quelques jours 1' accumulation de I'ordre de 250 mg/L de MBP dans des 
5 cyanobacteries. 

Exemple n''7 : Regulation de Texpression des svstemes tac d'E. coli et nir 
chQZ Anabae7ia sp. PCC 7120. 

Pour etudier la regulation des promoteurs nir et toe, les taux d'expression 
0 basale de la MBP ont ete testes dans les extraits cellulaires non induits. 

Des extraits cellulaires de cellules non induites et de cellules induites pendant 
5 jours d'Andbaena sp. PCC 7120 transformees soit par le plasn^de -pNirMBP ou le 
plasmide pTacIndMBP ont ete analyses par SDS-PAGE. Les proteines ont ensuite ete 
transferees sur une membrane de nitrocellulose et detectees a I'aide d'anticorps 
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polyclonal de lapin anti-MBP (New England Biolabs) par chimioluminescence. La 
Figure 2 montre qu'en absence d'inducteur, aucune proteine n'est detectee dans 
I'extrait cellulaire d'Aiiabaejia transfoxmSes avec le vecteur pNirMBP alors que la 
proteine MBP est mise en evidence dans I'extrait cellulaire d'Anabaena transformees 
5 avec le vecteur ipTacIndMBP, Les memes observations ont etc faites avec la proteine 

GyrB(l-219). Ainsi, le promoteur nir est mieux reprime en absence d'inducteur que le 
promoteur tac, 

Exemple n^'S : Expression de proteines toxiques chez Anabaena sp. FCC 

10 7120 

Le systeme nir a egalement ete teste pour la production de la proteine E6 et 
de son domaine C-terminal (YZD2) exprimes sous la forme de fusions. Lorsque ces 
polypeptides sont exprinaes chez E. coli, ils s'averent toxiques et necessitent 
I'utilisation d'un systeme d'expression hautement regulee (G. Trave, conomunication 

15 personnelle). 

Les trois proteines de fusion GST-E6, MBP-E6 et MBP-YZD2 ont ete testees 
dans le systeme tac constitutif chez Anabaena sp. PCC 7120. Dans ce cas, une perte 
d'expression au cours de la croissance des cellules a ete observee, perte d'expression 
qui est plus precoce dans le cas des proteines GST-E6 et MBP-E6 ou elle apparalt des 

20 la deuxieme etape d' amplification. Pour la proteine MBP-YZD2, la perte d'expression 
a ete mise en evidence lorsque la culture a atteint un volume de 200 ml. Dans les deux 
cas, cette perte d'expression est liee a un remaniement du plasmide contenu dans les 
cellules transformees, Ceci a ete mis en evidence en comparant le profil de restriction 
apres digestion par les enzymes de restriction Ndel, Spel, Xhol du vecteur 

25 d'expression d'origine avant transformation et celui du vecteur reextxait des cellules 
Anabaena transformees n'exprimant plus la proteine. Lorsque ces proteines ont ete 
testees dans le systeme nii% aucune perte d'expression n'a ete observee. 

Le tableau 2 resume les valeurs moyennes des taux d'expression obtenus avec 
30 les systemes tac constitutif et nz;- pour les polypeptides GST-E6, MBP-E6 et MBP- 
YZD2. 
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Vecteurs 


Proteines 


Taux d'expression en msJL 


TpNirMBP-YZD2 


MBP-YZD2 


10 ± 1 


pTacMBP-YZD2 


0 


pNirGST-E6 


GST-E6 


10 ± 1 


■pTacGST-E6 


0 


TpNirMBP-E6 


MBP-E6 


12 ± 1 


^TacMBP-E6 


0 



Des taux d'expression de Tordre de 10 mg/L ont ainsi ete obtenus apres 
induction. Le systenae nir est done suffisanunent regule pour permettre la production 
de proteines toxiques chez Aiiabaena sp, PCC 7120. 

5 

Exemnle n°9 : Expression de la GPPuv et de la B-galactosidase de E. nnli 
avec le systeme nir chez Anabaena sp. PCC 7120 

Des cellules d' Anabaena sp. PCC 7120 transformees avec le vecteur pNir 
contenant le gene de la GEPuv ont ete induites pendant 5 jours dans un milieu BG-11 
10 contenant du nitrate. L'analyse de ces cellules induites, par microscopic a fluorescence 
a revele que toutes les cellules analysees etaient fluorescentes indiquant que la GEP 
etait exprimee dans toutes les cellules de fagon homogene (voir figure 3). 

Cette observation a ete confirmee avec une autre proteine : la 6-galactosidase 
de E, colL Des cellules Anabaena sp. PCC 7120 transformees avec le vecteur pNii" 
15 contenant le gene lacZ ont ete induites pendant 3 jours dans un milieu BG-11 
contenant du nitrate. Ces cellules ont ensuite ete fixees avec une solution a 4 % de 
paraformaldehyde, puis incubees pendant 5 heures en presence de 5 mM K3Fe(CN)5, 5 
mM K4Fe(CN)6, Img/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-"6-D-galactopyranoside, 2 mM 
MgClj. L' analyse en nadcroscopie visible a montre une coloration bleue homogene 
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dans toutes les cellules indiquant une expression de la B-galactosidase dans toutes les 
cellules analysees (voir figure 3). 

La GFP et la 6-galactosidase ont ete produites chez Anabaena avec le 
sy Sterne d' expression nir avec un rendement de I'ordre de 50 mg/L. 

5 

Exemple n^'lQ : Production de proteine insoluble chez E. coli sous forme 
soluble avec le systeme d' expression 7iir chez Anabaena s p, PCC 7120 

La MBP exprimee sous le controle du promoteur nir pent representer jusqu'a 
30% des proteines cellulaires. Lorsque de telles quantites de proteines recombinantes 
10 sont obtenues chez E, coli, elles sont generalement accumulees sous la forme de corps 
d'inclusion. 

Le gene codant pour un mutant insoluble de la MBP, malESl (Betton and 
Hoffnung, 1996, J, BioL Chem. 271, 8046-8052) a ete clone par PGR dans le vecteur 

pMr. La PGR a ete realisee en deux etapes. Dans une premiere etape, les mutations ont 

15 ete introduites. Deux fragments chevauchants de PGR ont ete obtenus en utilisant 
comme matrice le vecteur pNirMBP et les deux paires d' oligonucleotides suivants : 
oligol, 5'-CGCGCGAATTCATGAAAATCGAAGAAGGTA et oligo 2, 5'- 
GACTTTAGGATCGGTATCTTTCTCGAATTTCTTA, oligo 3, 5'- 
GATACCGATCCTAAAGTCACCGTTGAGCATCC et oligo 4, 5'- 

20 CGCGCGGGATCCCTATGAAATCCTTCCCTCGATCCC. Les deux fragments de 
POR ont ensuite ete purifies et melanges de fagon equimolaire puis reamplifies avec 
les oligos 1 et 4 pour obtenir un fragment correspondant au gene malESl. Ce fragment 
a ete digere avec les enzymes de restriction EcoRl et BainHl et insere dans le vecteur 
pMr prealablement digere avec les memes enzymes et dephosphoryle, Des cellules 

25 d' Anabaena sp. PCC 7120 transform6es avec le vecteur pNir contenant le mutant 
malESl ont ete induites pendant 4 jours, Les cellules ont ensuite ete lysees par 
sonication, Les extraits cellulaires ont ete centrifuges 10 min a 10000 rpm et le 
sumageant correspondant a la fraction soluble a ete separe du culot (fraction 
insoluble). L' analyse par SDS-PAGE d'une aliquote des fractions soluble et insoluble 

30 a montre que le polypeptide malESI produit etait present essentiellement dans la 
fraction soluble. Cette proteine insoluble chez E . coli et produite sous forme de corps 
d' inclusion pent done Stre accumulee sous forme soluble chez Anabaena a un taux 
d' expression equivalent a celui de la proteine sauvage. 
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Bxemple n^'ll : Production de proteines marquees au ^"^C. 

Le sy Sterne d' expression jii?^ a ete utilise pour produire la proteine GyrB(l- 
219) marquee au ^'^C. Des cellules d'Afiabaena sp. PCC 7120 transformees avec le 
vecteur pNirGyrB(l~219) ont ete induites pendant 4 jours dans un roilieu BG-11 
5 contenant 33 mg/L de NaH^^COg (1 mCi, 52 mCi/namol, NEN Life Science Products, 

Zaventem, Belgium), 500 mg/L de NaNOset 15 /xg/ml de neomycine, Les cellules ont 
ete incubees a une temperature de 28*^C sous une illunaination de 1500 lux dans un 
systeme de culture hermetiquement clos. L' analyse par SDS-PAGE et 
autoradiographie d'extraits de cellules d'Anabaena cultivees en presence de NaH^'^C03 
10 a montre que toutes les proteines cellulaires etaient marquees uniformement au ^"^C, La 
proteine GyrB(l-219) ainsi marquee a ete purifiee selon la methode decrite par 
(Desplancq et al, 2001, Protein Express. Purif. 23, 201-217). Son taux 
d'incorporation de ^"^C a ete determine a partir de 20 fil d'une solution de proteine 
purifiee a partir des extraits cellulaires induits. Les coups par minute (cpm) ont ete 
15 determines par comptage en presence de 2 ml de liquide de scintillation dans un 
compteur de radioactivite (Packard, Groningen, Netherlands). 

L'activite specifique de la proteine purifiee a ete de 4x10^"* cpm/mol. Le 
systeme nir permet done de realiser un marquage metaboHque. au '^^C de proteines 
recombinantes. 

20 

Exemple n^l2 : Production de proteines marquees au ^^N, "C, ^H. 

La proteine G3aB(l-219) a ete utilisee avec le systdme nir pour la 
surproduction de proteines recombinantes marquees au ^^N, ^^C, ^H. Une preculture de 
cellules est d'abord realisee dans 600 ml de milieu BG-11 contenant 10 mM NH4CI et 
25 10 mM TES pH8 et 15 jLtg/ml de neomycine. Les cellules sont incubees pendant 5 
jours jusqu'a D07oo=l,5-2 a une temperature de 28''C, une agitation de 150 rpm et une 
illumination de 1500 lux, puis centrifugees pour eliminer le milieu contenant le 
NH4CI. Elles sont ensuite utilisees pour inoculer deux litres de BG~11 contenant 0,5 
gfL de NaNOg , 0,5 g/L de NaHC03 et 15 jU-g/ml de neomycine dans unfermenteur. 
30 Ce fermenteur est equipe de capteurs pH, O2 et temperature qui permettent de reguler 
automatiquement le pH a une valeur 8, la temperature a une valeur de 28 °C et de 
suivre la consommation de NaHC03 par analyse en ligne de la production en oxygene 
des cellules. La culture est realisee sur une periode de 5 jours avec addition 
quotidienne d'lg/L de NaHCOg. L' agitation dans le fermenteur est de 100 rpm et la 
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culture est soumise a un flux constant d' argon pendant toute la duree de 1' experience. 
Le fermenteur est illumine avec deux sources de lumiere ayant chacutie une intensite 
de 4000 lux. 

Dans ces conditions, en utilisant comme substrat marque uniquement 
5 Na^^NOj, la GyrB(l-219) a ete produite avec un enrichissement unifoime de 90% en 
^^N. Lors d'un marquage double ^^N et ^^C realise avec les substrats marques Na^^NOg 
etNaH^^COs, la proteine GyrB(l-219) a ete enrichie de fa9on unifonne en ^^N et ^^C 
avec un enrichissement superieur a 90% pour chacun des isotopes. Get enrichissement 
est equivalent a celui obtenu precedemment avec Anabaena sp. PCC 7120 et le vecteur 

10 d' expression pTac (Desplancq et aL, 2001, Protein Express, Purif. 23, 201-217). 

En utilisant ^H20 a la place de HjO dans le milieu de culture, la proteine 
GyrB(l-219) a ete produite fortement enrichie en ^H. Pour ce type de marquage, il est 
necessaire au prealable d' adapter les cellules A' Anabaena sp. PCC 7120 transformees 
a la croissance dans un milieu BG-11 contenant 50 % d'^HjO puis 70 % et enfin 90 %. 

15 Ainsi, avant transfert dans le fermenteur, la preculture est r6alis6e dans du milieu 
deutere a la concentration souhaitee pour T enrichissement final. Un enrichissement 
progressif en (de 41 % a 90 %) de la proteine GyrB(l-219) a 6l6 observe pour des 
concentrations de 60 a 99,8 % en ^H20 dans le milieu de culture. Tons les 
enrichissements constates ont ete mesures a I'aide d'un spectrometre de masse. 

20 Lors d' experiences de triple marquage realisees avec les substrats marques 

Na^^NOgetNaH^^COg dans un milieu contenant 92,5 % ^HoO, I'analyse RMN de la 
proteine GyrB(l-219) purifiee a montre qu'il est en outre possible d'enrichir en les 
groupements methyles de certains acides amines. Dans le cas de E, coli ceci necessite 
r utilisation de glucose deutere (Bruno Kieffer, communication personnelle). La 

25 methode de marquage mis au point chez Anabaena sp. PCC 7120 permet ainsi de 
marquer de fagon simple avec ^HaO des groupements methyls dont le marquage chez 
E, coli necessiterait 1' utilisation de substrats complexes. Enfin, avec Anabaena sp. 
PCC 7120 et le systeme d' expression nz;; il semblerait que I'expression de proteines 
recombinantes ne soit pas affectee de fagon significative lorsque les cellules sont 

30 cultivees dans des milieux fortement deuteres (>90% ^H20). Par contre chez E, coli, il 
est couramment observe une diminution du taux d' expression lors de culture en 
presence de taux eleve d' ^H20 (>90%) dans le milieu de culture. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede d'expression de proteines recombinantes caracterise en ce 
qu'il consiste a introduire dans des cyanobacteries une sequence codant une proteine 
en aval d'une sequence pronioteur de txanscription de cyanobacteiie inductible puis a 

5 induire I' expression de cette proteine et isoler les proteines recombinantes ainsi 
synthetisees. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel la sequence promoteur 
de transcription est celle de I'operon nir des cyanobacteries, 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, dans lequel la sequence 
10 promoteur de transcription est induite par les nitrates et/ou les nitrites. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel 
la sequence promoteur de transcription est induite par le NaNOg, 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel 
la cyanobacterie est de I'espece Anabaena, 

15 6, Procede selon la revendication 5, dans lequel la cyanobacterie est 

Aftabaena sp. PCC 7120. 

7. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel 
le milieu de culture des cyanobacteries contient du ^^C et/ou du ^^N et/ou du ^H. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel 
20 le milieu de culture des cyanobacteries contient au moins du Na^^NOg. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, dans lequel 
la proteine recombinante exprimee est toxique pour les cyanobacteries. 

10. Vecteur caracterise en ce qu'il contient une sequence d'ADN codant 
une proteine recombinante sous controle d'une sequence promoteur de transcription 

25 inductible de cyanobacterie. 

11. Vecteur selon la revendication 10, dans lequel la sequence promoteur 
de transcription inductible de cyanobacterie est celle de I'operon /zzr des 
cyanobact6ries, 

12. Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 10 ou 11 pour 
30 I'expression de proteines recombinantes dans les cyanobacteries. 

13. Utilisation selon la revendication 12, lesdites cyanobacteries etant 
cultivees dans un nailieu qui contient du ^^C et/ou du ^^N et/ou du ^H. 
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14. Utilisation selon Tune des revendications 12 ou 13, lesdites 
cyanobacteries etant cultivees dans un milieu qui contient au moins du Na^^NOg. 

15. Cyanobacterie caracterisee par le fait qu'elle a ete transformee par un 
vecteur selon Tune des revendications 10 ou 11. 

5 16. Cyanobacterie selon la reveiidication 15, qui est de I'espece Anabaena 

17. Cyanobacterie selon la revendication 16, qui est Anabaena sp, PCC 

7120. 



10 
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